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DAS-ELISA y NCM-ELISA –
TÉCNICAS SEROLÓGICAS PARA 
LA DETECCIÓN DE VIRUS 
FITOPATÓGENOS
Métodos de detección Serológica.
INTRODUCCION
Aunque se han descubierto algunos virus beneficiosos en plantas (Roossinck,
2011), la mayoría de los virus de plantas causan una serie de enfermedades, que
son perjudiciales para la producción agrícola.
La identificación de estos patógenos, es a menudo un primer paso en el control.
Con frecuencia, se requieren dos o más técnicas para identificar un virus a nivel de
variante de una especie, especialmente cuando son virus nuevos.
Entre los principales métodos para la detección e identificación de virus de plantas,
se encuentran las pruebas de inmunoensayo basadas en antisueros (ej.: prueba de
DAS-ELISA y NCM-ELISA), cuyo principio es la reacción antígeno (Ag = virus,
bacteria, etc.) – anticuerpo (Ac = IgGs); el complejo inmune formado (Ag-Ac), se
mide por una reacción colorimétrica catalizada por una enzima acoplada
químicamente a uno de los reactivos, en presencia del sustrato adecuado.
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Fundamento de la Prueba de ELISA (Ensayo de 
inmunoabsorcion ligado a enzima)
La prueba de ELISA, es una técnica de laboratorio que fue diseñada por científicos
suecos y holandeses (Perlmann & Engvall, 1971) cuyo principio se basa en el uso
de antígenos (Ag) o anticuerpos (Ac) marcados con una enzima (E), de forma que
los conjugados resultantes (Ac/Ag+Enzima) tengan actividad tanto inmunológica
como enzimática.
Al estar uno de los componentes (antígeno o anticuerpo) marcado con una enzima
e insolubilizado sobre un soporte (inmunoabsorbente) la reacción antígeno-
anticuerpo quedará inmovilizada y, por tanto, será fácilmente visualizada mediante
la adición de un substrato especifico que, en presencia de la enzima producirá un
color observable a simple vista o cuantificable mediante el uso de un
espectrofotómetro o un colorímetro.
A) Indirecto: En esta técnica, el antígeno se coloca en el pocillo de microtitulación y
luego de un periodo de incubación se añade al pocillo el primer anticuerpo y se deja
reaccionar con el antígeno, luego de lavados se procede con la adición de un segundo
anticuerpo conjugado con enzima que reconoce al primer anticuerpo. Finalmente, el
complejo Ag-Ac es detectado gracias a la adición de un sustrato especifico que reacciona
con la enzima. La cantidad de producto final coloreado se mide mediante lectores de
placas espectrofotométricas (Figure 1)
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Tipos de ELISAs (Ensayos de inmunoabsorcion ligado
a enzima)
Ventajas:
• Aumento de la sensibilidad. Más de un
anticuerpo marcado está unido por primer
anticuerpo.
• Variedad de anticuerpos secundarios
marcados disponibles comercialmente.
• Inmunoreactividad del primer anticuerpo se
retiene porque no está marcada.
Desventajas::
• Puede producirse reacción cruzada con el
segundo anticuerpo, dando lugar a una señal
no específica.
Figure 1
B) Sandwich ELISA: En esta variante de la técnica, una muestra que contiene
antígeno se añade al pocillo y se deja reaccionar con el anticuerpo unido al pocillo,
formando un complejo antígeno-anticuerpo. Después de que el pocillo se lava, se añade
un segundo anticuerpo unido a enzima específico para un epítope diferente sobre el
antígeno y se deja que reaccione con el antígeno unido. Finalmente se añade substrato
a la placa que es hidrolizado por la enzima para formar productos coloreados y detectar
el complejo (Figure 2)
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Tipos de ELISAs (Ensayos de inmunoabsorción ligado a enzima)
Ventajas :
• Alta especificidad, ya que se utilizan dos anticuerpos, el antígeno es específicamente capturado y
detectado.
• Adecuado para muestras complejas, ya que el antígeno no requiere purificación antes de la medición.
• Flexibilidad y sensibilidad, ya que pueden usarse tanto métodos de detección directos como indirectos.
Figure 2
C) Competitivo: Este ensayo se utiliza para medir la concentración de un antígeno en
una muestra. En esta variante, el anticuerpo de la muestra va a competir con el
conjugado por un número limitado de sitios de unión del antígeno. Habrá ausencia de
color en una muestra positiva debido a que el sustrato no encontrará a la enzima porque
el conjugado ha sido desplazado por el anticuerpo presente en la muestra (Figure 3)
Cuanto mayor es la concentración de antígeno en la muestra, menor es la absorbancia.
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Tipos de ELISAs (Ensayos de inmunoadsorción ligado a enzima)
Ventajas :
• Alta especificidad, ya que se utilizan dos anticuerpos.
• Alta sensibilidad, ya que se pueden utilizar tanto métodos de detección directos como indirectos.
• Adecuado para muestras complejas, ya que el antígeno no requiere purificación antes de la medición.
Figure 3
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Prueba de DAS-ELISA (Sandwich de doble anticuerpo – Ensayo
de inmunoabsorción ligado a enzima) (Protocolo CIP adaptado de 









Prueba de DAS-ELISA (Sandwich de doble anticuerpo – Ensayo de 
inmunoabsorción ligado a enzima) (Clark & Adams, 1977)
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Sensibilización de placas, procesamiento y aplicación de muestras:
Lavado de placas, preparación y adición de conjugado y revelado de placas:
Esta técnica se emplea para la detección de virus y bacterias fitopatógenas que afectan el 
cultivo de papa
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Prueba de NCM-ELISA (Ensayo de inmunoabsorción ligado a
enzima en membrana de nitrocelulosa) (Protocolo CIP, adaptado de
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Prueba de NCM-ELISA (Ensayo de inmunoabsorción ligado a enzima en
membrana de nitrocelulosa)
Esta técnica se emplea para la detección de virus y bacterias fitopatógenas que afectan el 
cultivo de papa y camote.
a. Colecta y b. aplicación de muestras, c. bloqueo de membrana y d. adición del 1° anticuerpo:
a b c d
e. Incubación con 1° anticuerpo, f. lavado, g. adición del 2° anticuerpo y h. revelado:
e f g h
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- En plantas hortícolas
2. Enfermedades producidas por 
bacterias
3. Enfermedades producidas por 
Micoplasmas
4. Enfermedades producidas por hongos
Determinacion de proteinas de       
interes.
1. Acido abcísico
2. Glicoalcaloides de papa
3. OVM’s
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Aplicaciones de las pruebas de ELISA en agricultura:
RT-PCR (Transcripción Reversa de la 
Reacción en Cadena de la Polimerasa) -
TÉCNICA MOLECULAR PARA LA 
DETECCIÓN DE VIRUS 
FITOPATÓGENOS
• Técnica que permite duplicar un número ilimitado de veces un
fragmento de ADN en un tubo de ensayo desarrollada por Kary Mullis
en 1983.
• Se puede generar millones de moléculas idénticas, a partir de una
molécula de ADN (en pocas horas).
• “Fotocopia molecular" de una amplia gama de material genético:
sangre, cabello, diversos tejidos, microbios, animales, plantas (incluso
de millones de años de antiguedad, e.g. cerebro momificado)
• Mayor impacto en medicina clínica, diagnóstico de enfermedades
genéticas, ciencia forense y biología evolutiva.











1 ng – 1 ug 
0.5 – 1.0 U / rxn 
50 – 200 uM (c/u) 
0.2 – 1.0 uM
•50 mM KCl 
•10 mM Tris-HCl (pH 8.3) 
•1.5 mM MgCl2
Componentes en la reacción de PCR
La reacción es muy sencilla, necesita cantidades de ADN muy pequeñas y sólo se precisa 
un tubo de ensayo, algunos reactivos, una fuente de calor y unas pequeñas cadena de 
nucleótidos que actúan como cebadores/iniciadores/primers. 
Ciclos de temperatura en la PCR
30 – 40 ciclos de 3 pasos:
1. Desnaturalización
90 - 96 °C   (30 - 60 seg)
(3 min inicial)
2. Hibridación
45 - 65 °C  (30 – 60 seg)
Primer: forward/sense/ + 
Primer: reverse/antisense/ -
3. Extensión
72 °C  (60 seg por Kb)
(Final 5-10 min)







Temp. ideal para 
la Taq polimeras.
De 5' a 3', 
Ambas cadenas son amplificadas durante la PCR (= incremento exponencial)
Amplificación exponencial de una región del ADN
Después de 30 ciclos: 230 = 1.07 x 109
30 ciclos
Automatización de la PCR
Termociclador:
Calienta y enfría los tubos 
conteniendo la mezcla de la 
reacción en tiempos muy cortos
Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR)




45 - 65 °C  













1 ng – 1 ug 
0.5 – 1.0 U / rxn 
50 – 200 uM (c/u) 
0.2 – 1.0 uM
•50 mM KCl 
•10 mM Tris-HCl (pH 8.3) 
•1.5 mM MgCl2
Componentes en la reacción de PCR




Evita la mezcla de los primers con el ADN molde a bajas
temperaturas en la presencia de la Taq polimerasa
Util cuando ocurre amplificación no específica (evita la hibridación y
amplificación por la Taq pol a baja temperatura)
Separación de la enzima del resto de la reacción mediante ceras
(wax "gems"TM) en el tubo de la reacción. La cera se funde cuando al
temperatura alcanza +/-80oC y la enzima se mezcla con el resto de la
reacción.
"Hot Start" PCR
Variaciones en la técnica 
de PCR básica
Nested-PCR incrementa la especificidad de la PCR (eliminación de productos no 
específicos)
Esta estrategia también permite la amplificación del ADN en muestras que contienen 
un número limitado de copias del ácido nucleico.
Detección de fitoplasmas
Usando una proporción Molar 100:1 de los dos primers (eg: 
primer 1 a 0.5uM, primer 2 a 0.005uM).
Permite la producción principal de ssADN del sentido del 
primer mas abundante
Util para propósitos de secuenciamiento o producción de 
sondas de ssADN probes. 
Asymmetric PCR para la producción de ssADN
Problemas en la PCR
1. No siempre la PCR es exitosa
• Calidad pobre del ADN
• Uno de los primers no es adecuado (no complementarios) 
• Demasiado ADN en la muestra 
2. Producto de tamaño no esperado (mayor o menor) 
• Uno de los primers hibridiza en una región diferente a la esperada
• Primers se unan en regiones totalmente diferentes del ADN
• Contaminación con material genético extraño
3. Productos de diversos tamaños  
• Primers se unen en la región deseada, pero también en otras
Marcador (ladder): mezcla de fragnmentos con tamaños conocidos 
para compararlos con los fragmentos de PCR.
1 :      Fragmento de PCR de aprox.  1850 bp
2 y 4 : Fragmentos de PCR de aprox. 800 bp
3 :      Ningún producto amplificado (falla en la PCR)
5 :      Bandas múltiples (uno de los primers se unió en lugares 
diferentes) 
• Prevenir la formación de aerosoles (Contaminación)
NOTAS IMPORTANTES
•Usar juego de micropipetores exclusivo para PCR. 
• Volúmen de la muestra no debe exceder 1/10 del volúmen de la reacción
• La concentración de ADN / dNTPs/ primers  no debe ser muy alta, de lo 
contrario los Mg2+ disponibles disminuyen de la solución y la reactividad de la 
enzima es adversamente afectada. Cualquier incremento en la concentración 
de los dNTPs (mayor a 200uM) significa que los Mg2+  deben ser re-
optimizados. 
• Evitar el uso de buffer que contienen EDTA (agente quelante del Mg2+ )
•No correr muchos ciclos en PCR. Si no se aprecia una banda después de 30 
ciclos, use una alícuota de la mezcla de la reacción y realice una nueva PCR 
con reactivos frescos. 
• Tamaño del ADN a ser amplificado (300 - 1000 bp )
Error por Taq polimerasa  (incorporación de nuevas bases a la cadena) 

Efecto de la concentracción del MgCl2
Efecto de la concentracción del MgCl2
Inhibición en la PCR
Purificación adicional con kit WizardProtocolos de 






APLICACIONES DE LA PCR 
2. Estudios evolutivos
Amplificación de genes de organismos ya extinguidos, como del mamut, o 
restos humanos antiguos. Se pueden comparar estos genes con los genes 
semejantes de organismos actuales y poder reconstruir árboles filogenéticos. 
Mapa del genoma humano. 
1. Secuenciación
Formación de suficiente cantidad de ADN molde para su secuenciación. Es mucho
mas sencillo y rapido que la clonación en células. 
3. Huellas dactilares del ADN
• Determinación de las huellas dactilares genéticas
• Comparar muestras diferentes de ADN (parentesco entre individuos, 
paternidad) 
• Medicina forense e investigaciones policiales
4. Medicina
Investigación médica y medicina clínica (detección de organismos infecciosos y 
detección de variaciones y mutaciones en genes. Ejm: SIDA en primeras 
semanas).
Siempre Recuerde!
✓ La técnica de PCR es una prueba muy sensible a contaminación.
✓ Use tips (puntas) con filtro exclusivas para esta prueba.
✓ Usar sets de micropipetores exclusivos para esta prueba.
✓ Siempre incluya controles NEGATIVOS
✓ Incluya controles POSITIVOS siempre que sea posible.
✓ Asigne un área dedicada para los trabajos con PCR
✓ Use en lo posible una cabina con UV para la preparación y dispensado
de reactivos y enzimas.
Temperatura de hibridación (Ta) de los primers
A) Menores a 20 nts
Ta = [ 4 (G+C) + 2 (A+T) ] – 5°C
B) Mayores a 20 nts
Ta = 62.3°C + 0.41°C(%GC) – 500/(No. nts del primer – 5°C)
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